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Enzimas extracelulares são particularmente importantes para fungos fitopatogênicos, pois facilitam a 
degradação da parede celular, permitindo a penetração e a disseminação através do tecido vegetal, bem 
como a digestão dos polímeros da parede celular para obter nutrientes. Entre as técnicas para a avaliação 
de produção de enzimas extracelulares, o uso de meios sólidos permite a triagem rápida de grandes 
populações de fungos para a presença ou ausência de enzimas específicas. O objetivo desse trabalho foi 
detectar a atividade enzimática extracelular de seis isolados de Lasiodiplodia theobromae (associados à 
podridão negra) e 55 isolados do gênero Fusarium (associados à podridão seca de mandioca). Para isso, 
foram utilizados meios de cultura seletivos das seguintes enzimas: pectinases, pectina liases, amilases, 
proteases, ureases, celulases e lacases. Todos os meios de cultura foram autoclavados a 120 ºC durante 
15 minutos e espalhados em Placas de Petri de 60 mm. Para os testes, foi depositado, no centro das 
placas, um disco de micélio de 5 mm de diâmetro de uma cultura em crescimento ativo em BDA, mantida a 
25 °C por sete dias, de cada isolado. Todos os experimentos foram conduzidos em delineamento 
experimental inteiramente casualizado, com quatro repetições, cuja parcela experimental foi representada 
por uma placa de Petri com meio de cultura para detecção de uma enzima contendo um isolado. A atividade 
da pectina e pectina liase foi avaliada após incubação de 72h, seguida da adição de Brometo de Cetil 
Trimetilamonio (CTAB) a 1% sobre o meio de cultura e colônia fúngica. Uma hora após a aplicação do 
CTAB foi possível observar um halo transparente em torno do micélio. O CTAB agiu como detergente, 
solubilizando o material insolúvel em água na sua parte apolar sob forma de micelas, assim o meio não 
degradado e tornou-se opaco, possibilitando a observação do halo de degradação. A atividade da pectina e 
pectina liase foi detectada em todos os patógenos de podridão negra, e em 24 e 22 isolados de podridão 
seca, respectivamente. A atividade amilolítica foi avaliada após 48h de incubação com a aplicação de 
solução de Lugol 5% sobre a colônia fúngica, para verificar a formação de halo, usado como indicativo da 
presença da amilase. Nenhum isolado associado à podridão negra foi capaz de degradar o amido, enquanto 
36 isolados de podridão seca apresentaram o halo. Para a avaliação da protease (caseinase) foi realizada 
observação direta da placa após o crescimento do micélio por 48h, para verificação da formação ou não do 
halo transparente em volta da colônia. Dos seis isolados de podridão negra, apenas um apresentou o halo 
de degradação, enquanto que 51 isolados de podridão seca degradaram a caseína. Para avaliar a atividade 
da urease, quando há degradação do meio por parte do grupo de enzimas dá-se uma alteração no valor do 
pH de 7 para 9, e desse modo o indicador atinge o seu ponto de viragem e muda de cor. A atividade 
ureolítica foi detectada em 54 isolados de podridão seca, que apresentaram alteração na cor do meio para 
rosa. Entretanto, nenhum isolado de podridão negra foi capaz de degradar a uréia. A atividade celulolítica 
foi avaliada após incubação dos isolados por 48 h. Sobre as colônias foi adicionado corante Vermelho 
Congo (1 mg·mL– 1) e após cinco minutos foram descoradas com 1 mol.L-1 de NaCl. A presença do halo 
transparente ao redor do micélio confima a atividade celulolítica. Todos isolados de podridão negra foram 
capazes de degradar celulose, entretanto, 48 patógenos associados à podridão seca não apresentaram 
halo de degradação. A presença da enzima lacase foi identificada em dois isolados de podridão negra e 35 
isolados de podridão seca. Neste experimento, a lacase tinha como substrato um polifenol (ácido tânico) e a 
alteração de cor do meio para marrom escuro deve-se à oxidação desse substrato em volta do micélio. As 
atividades das enzimas extracelulares dos 61 fitopatógenos, associados à podridão radicular da mandioca, 
foram observadas nos meios seletivos e demonstraram a ocorrência de variabilidade entre os patógenos 
quanto a sua capacidade de degradação enzimática. Essa variabilidade pode influenciar na agressividade e 
na capacidade de colonização destes fitopatógenos.  
Significado e impacto do trabalho:  
 
De modo geral, os microrganismos associados à podridão radicular de mandioca apresentam uma grande 
variabilidade que pode refletir em sua morfologia, fisiologia e patogenicidade. São incipientes as 
informações relativas às respostas fisiológicas e bioquímicas da infecção da raiz de mandioca por esses 
patógenos. A caracterização desses patógenos quanto à produção de enzimas extracelulares envolvidas na 
patogênese é uma etapa fundamental para o estabelecimento de metodologias eficazes para seleção de 
genótipos resistentes.  
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